The Study of MHC class I Restricted CD8+ T Cell Mediated Immune Responses against Mycobacterium tuberculosis Infection: Evidence of M. tuberculosis Specific CD8+ T Cells in TB Patients and PPD+ Healthy Individuals by 議곗긽�옒
책임저자：조성애, 연세대학교 의과대학 미생물학교실, ꂕ 120-749, 서울시 서대문구 신촌동 134번지
Tel: 02-361-5390, Fax: 02-392-7088, E-mail: scho@yumc.yonsei.ac.kr
이 논문은 2001년도 한국학술진흥재단의 지원에 의하여 연구되었음(KRF-2001-003-F00038).
235
Immune Network
MHC class I 분자들에 의해 제시되는 Epitope을 인지하는 
CD8+ T 림프구의 결핵균 감염에 대한 면역반응의 연구: 
결핵 환자와 PPD+ 건강개체에 존재하는 결핵균 항원에 
특정한 CD8+ T세포
1연세대학교 의과대학 미생물학교실, 2한림대학교 유전체응용 연구소, 3국립마산결핵병원, 
4이화여자대학교 의과대학 동대문병원
조장은1․이경화2․박승규3․천선희4․조상래1․조성애1
The Study of MHC class I Restricted CD8+ T Cell Mediated 
Immune Responses against Mycobacterium tuberculosis 
Infection: Evidence of M. tuberculosis Specific CD8+ T 
Cells in TB Patients and PPD+ Healthy Individuals
Jang-Eun Cho1, Kyung Wha Lee2, Seung Kyu Park3, Seon-Hee Cheon4, 
Sang-Nae Cho1 and Sungae Cho1
1Department of Microbiology, Brain Korea 21 Project for Medical Sciences, Yonsei University Medical 
Center, 2Hallym Institution for Genome Application Hallym University, 3National Masan Tuberculosis 
Hospital, 4Department of Internal Medicine, Ewha Womans University Tongdaemun Hospital
ABSTRACT
Background: The protective immunity against tuberculosis (TB) involves both CD4+ 
T cells and CD8+ T cells. In our previous study, we defined four Mycobacterium 
tuberculosis derived peptide epitopes specific for HLA-A*0201 restricted CD8+ T cells 
(ThyA30-38, RpoB127-135, 85B15-23, PstA175-83). In this study, we investigated the immune 
responses induced by these peptide specific CD8+ T cells in latently and chronically 
infected people with TB. Methods: We characterized these peptide specific CD8+ T 
cell population present in PBMC of both TB patients and PPD+healthy people using 
IFN-γelispot assay, intracellular staining and HLA-A2 dimer staining. Results: The 
frequency of peptide specific CD8+ T cell was in the range of 1 to 25 in 1.7×105
PBMC based on ex vivo IFN-γ elispot assay, demonstrating that these peptide specific 
CD8+ T cell responses are induced in both TB patients and PPD+ people. Short 
term cell lines (STCL) specific for these peptides proliferated in vitro and secreted IFN-γ 
upon antigenic stimulation in PPD+ donors. Lastly, HLA-A*0201 dimer assays indicated 
that PstA175-83 specific CD8+ T cell population in PPD+ healthy donors is 
heterogeneous since approximately 25∼33% of PstA175-83 specific CD8+ T cell po-
pulation in PPD+ healthy donors produced IFN-γ upon peptide stimulation. 
Conclusion: Our results suggest that MHC class I restricted CD8+ T cell mediated 
immune responses to M. tuberculosis infection are induced in both TB patients and PPD
+ people; however, the CD8+ T cell population is functionally heterogeneous. 
(Immune Network 2003;3(3):235-241)
Key Words: Mycobacterium tuberculosis, CD8+ T cells, peptide epitopes, HLA-A*0201, 
IFN-γ elispot assay
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서      론
  세계보건기구의 자료에 의하면 전 세계적으로 매년 
200∼300만 명 가까운 사람이 결핵으로 인하여 사망하
고 있는데, 전 세계 인구의 1/3인 약 20억 정도가 결핵균
에 감염되어 있는 보균자로 추정되고 있다(1,2). 이렇게 
결핵이 전 세계적으로 인류 건강에 큰 위험으로 다가오고 
있는 데 반하여, 현재 유일하게 사용되고 있는 결핵 백신
은 BCG (bacille Calmette-Gurin)뿐이다. 그러나, BCG 백신
의 효율성이 매우 다양하며 성인에게서 일어나는 가장 
흔한 결핵인 폐결핵에 대한 방어 효과는 거의 없다고 보
고되고 있다. 따라서 결핵에 대한 백신 개발이 전 세계적
으로 시급히 요구되고 있다. 이러한 결핵백신의 개발을 
위하여 그리고 효과적인 치료제의 개발을 위하여 결핵
에 대한 신체의 보호 면역 반응의 이해는 매우 중요하다
고 할 수 있다. 아직까지 결핵이 유발되는 원인은 정확히 
밝혀지지 않고 있으나, 대부분의 결핵균의 보균자인 사
람들에서는 보호면역반응이 결핵의 발병을 억제하고 있
으며, HIV 감염이나, 영양부족, 노화현상과 같이 신체의 
면역반응이 균형을 이루고 있지 못할 때에 결핵이 발병
한다고 보는 관점이 늘고 있다(3). 따라서 PPD+인 건강
한 사람들은 결핵균의 보균자이면서 지연과민반응(Del-
ayed Hypersensitivity Reaction)을 일으키기는 하지만 결
핵이 발병하지는 않으며, 인류의 약 1/3인 20억 정도가 
결핵균에 감염되어 있으나 실제로 감염된 개체가 결핵
을 유발하는 확률은 일생에서 2∼18%로 통계적으로 보
고되고 있다(1,2).
  결핵에 대한 면역반응에는 세포매개 면역반응이 그 
주요한 면역기전이라고 밝혀져 왔는데 특히 CD4+ T 세
포에 의한 면역기전의 중요성이 많이 강조되어 왔으며 
최근에는 CD8+ T 세포에 의한 면역방어 기전의 중요성
도 발표되고 있다. CD8+ T 세포들은 IFN-γ의 분비와 
독성기전에 의해서 결핵균에 감염된 대식세포와 대식세
포 안의 결핵균들을 죽일 수 있다는 것이 보고된 바 있
다(4-8). 예를 들어서, CD8+ T 세포들은 항원공여세포
의 표면에 있는 MHC class I 분자에 의해서 제시되는 항
원 결정기들을 인지하고 이로 인해서 활성화되는데, 이
때 MHC class I 분자에 의한 항원제시에 관여하는 TAP 
(Transporter Associated with Antigen Processing) 단백질이
나, CD8+ T 세포, β2-microglobulin을 표현하는 유전자
에 삭제 돌연변이(deletion mutation)가 일어나면, 정상인 
마우스보다 결핵균의 감염이 현저히 증가하는 것이 관
찰되었다. 이와 같은 연구 결과는 CD4+ T 세포뿐만이 
아니라, CD8+ T 세포 또한 결핵의 보호면역기전에 그 
역할이 크다는 것을 증명한 예이다(9-11).
  이와 같이 마우스 model에서는 삭제 돌연변이 model 
등을 사용하여 MHC class I 분자에 의해 제시되는 펩티
드를 인지하는 CD8+ T 세포의 중요성이 입증되어 왔지
만, 실제로 사람에게 있어서는 결핵균 감염에서의 그 역
할이 아직도 확실히 정의되고 있지 않다. 그러나, 한편으
로 사람의 HLA class I 분자에 의해 제시되는 펩티드를 
인지하는 CD8+ T 세포에 특정한 결핵균의 항원 결정기
들이 동정되고는 있다. 이전의 본인의 연구에 의해서 사
람의 HLA-A*0201 분자에 의해 제시되는 펩티드를 인지
하는 CD8+ T 세포에 특정한 4개의 결핵균 항원 결정기
들이 동정된 바 있다(12). 이전 연구에서 이들 항원 결정
기에 특정한 CD8+ T 세포들이 in vitro상에서 독성을 나
타내어서 실제로 결핵균으로 감염된 대식세포를 죽이
고, 대식세포 내의 결핵균의 수를 감소시키며, IFN-γ를 
분비할 수 있다고 보고되었다(12). 이렇게 in vitro 상에서 
결핵균에 대한 보호 면역반응을 일으킬 수 있는 CD8+ 
T 세포가 실제로 신체의 말초혈구 내에서 어느 정도 유
도되어 있는지에 대한 연구는 실제로 CD8+ T 세포가 
어느 정도 결핵에 대한 보호면역 반응에 관여하는가에 
대한 판단을 내릴 수 있게 한다. 결핵의 보호면역 반응에 
있어서 IFN-γ는 세포매개면역 반응을 일으키는 주요한 
요소로 알려져 있기 때문에, 본 연구에서는 결핵균으로 
잠복감염이 된 PPD+ 건강개체와 만성감염이 되어 있는 
폐결핵 환자의 말초혈구에서 결핵균의 항원 결정기에 
특정한 CD8+ T 세포의 IFN-γ 분비능에 대한 양상을 
분석하여서 결핵에 대한 신체의 보호 면역 반응을 연구
해 보고자 하였다.
재료 및 방법
연구 대상. HLA-A*0201을 보유하고 있는 결핵 환자 4
명(TB1-TB4)과 PPD+ 건강 개체 6명(N1-N6)에서 채취
한 말초혈액을 연구대상으로 하였다(Table I). 결핵 환자
는 국립마산 결핵병원에 요양 중이거나 이화여자대학
교 의과대학 동대문병원에서 치료를 받고 있는 환자들
Table I. HLA-A molecule subtyping. The HLA-A typing of each
blood donor was performed by DNA sequencing analysis of 
PBMC. Six PPD+ donors had the A*0201 subtype. Four TB 
patient's HLA-A types were also determined by DNA se-
quencing
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Normal TB patientHLA-A type HLA-A typedonors donors
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N1 A*0201/A*1101 TB1 A*0201/A*1104
N2 A*0201/A*2402101 TB2 A*0201/A*2402
N3 A*0201/A*1101 TB3 A*0201/A*2402 
N4 A*0201/A*31012 TB4 A*0201/A*2601 
N5 A*0201/A*3001
N6 A*0201/A*3303
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이었다. 
  결핵 환자들은 모두 폐 이외에는 다른 장기로 이환된 
경우가 없었고, 환자의 특징은 Table II에 요약되어 있
다. PPD+ 건강 개체는 tuberculin PPD (Statens serum 
institute, Copenhagen, Denmark) 검사에서 6 mm 이상 크기
의 지연과민반응을 나타낸 사람을 임의적으로 선별하였
다.
HLA-A 형별 분석. 결핵환자와 PPD+ 건강 개체의 
HLA-A 형별은 PCR-SBT (PCR sequence based typing 
method) 방법으로 확인하였다(13). 즉, 각 개체의 말초혈
액에서 분리된 백혈구에서 DNA를 추출하였으며, HLA- 
A 유전자좌-특이 PCR primer set와 중합효소를 이용하
여 HLA-A 유전자의 다형적 부위(exon 2와 exon 3)를 증
폭하고 BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, Foster City, DA, USA)와 DNA 자동염기서열 
측정기(ABI3100)를 이용하여 HLA-A 유전자 염기서열
을 확인하고 형별을 분석하였다.
펩티드 합성. 본 연구에서 사용된 펩티드의 이름과 특
성, 아미노산 서열은 Table III에 요약되어 있으며, 고려
대학교에 부속되어 있는 기초과학지원 연구소에서 각각 
합성되었다.
IFN-γ Elispot Assay. HLA-A*0201을 표현하는 결핵환
자와 PPD+인 건강개체에게서 말초혈구를 채취하고 
Dynabeads®CD4(Dynal biotech, NY, USA)을 사용하여 
CD4+ T 세포들을 제거하였다. Assay plate는 anti-IFNγ 
mAb로 하루 동안 코팅하였다. 다음날 CD4+ T 세포가 
제거된 말초혈구를 1×105, 3×105, 6×105로 희석하고 
펩티드, anti-CD28 mAb (1μg/ml), IL-2 (10 units/ml)을 넣
고 이틀 동안 자극시켰다. 그 다음, biotinylated anti-IFN-
γ mAb를 넣고 2시간 동안 반응시킨 다음, streptavi-
dine-alkaline phosphatase 접합체를 넣고 30분 동안 반응
시켰다. 기질을 넣고 반응을 지속시킨 다음, 각각의 
IFN-γ를 분비하는 세포들은 색깔이 있는 점으로 보여
지게 되는데, 확대 현미경을 사용하여 그 수를 측정하
였다.
단기 세포주(short term cell line) 생성. HLA-A*0201을 
표현하는 사람의 말초혈액를 채취하고 각각 3×106의 
말초혈구씩을 10% 자가혈장과 펩티드(10μg/ml), 재조
합 IL-7 (10 ng/ml)과 keyhole limpet hemocyanin (5μg/ml, 
Sigma)을 포함하는 1 ml RPMI 1640 배지에서 배양하였
다. 5일 후에 재조합 IL-2를 10 units/ml의 농도로 가하고 
다시 5일을 더 배양하였다.
세포표면 표지와 세포 내 IFN-γ의 FACS 염색. 각각의 
펩티드로 적재된 autologous EBV line으로 10일 배양된 
단기 세포주를 2시간 동안 자극시켰다. 계속해서 brefel-
din A (1μg/ml)를 8∼10시간 동안 가했다. 단기 세포주를 
4oC 에서 FACS 완충액 (0.5% BSA와 0.02% sodium azide
가 들어 있는 PBS)에서 FITC에 접합된 anti-CD8 mAb와 
Percp에 접합된 anti-CD3 mAb와 같이 30분 동안 배양하
였다. 표지된 세포들을 FACS 완충액으로 씻은 다음, 고
정용액으로 15분 동안 실온에서 고정하였다. 다시 세포
들을 씻은 다음, Perm/Wash (Pharmingen) 용액을 가하고, 
PE가 접합된 anti-IFN-γ mAb로 15분 동안 실온에서 반
Figure 1. Ex-vivo IFN-γelispot assay as used to quantitate the
frequency of circulating epitope-specific IFN-γ secreting CD8+ 
T cells in HLA-A*0201 PPD+ donors (N1-N5). Frequencies of
four different M. tuberculosisderived epitope specific CD8+ T 
cells were determined in PBMC of HLA-A*0201-PPD+ donors
using ex-vivo IFN-γ elispot assay. Results are expressed as the 
mean number of SFUs per 1.7 x 105 PBMC. P1: "PstA1" amino
acids 75-83 from phosphate transport system permease protein
A-1, P2: "ThyA" indicates amino acids 30∼38 from thymidylate
synthase, P3: "RpoB" amino acids 127∼135 from RNA 
polymerase-beta- subunit protein, P4: "85B" amino acids 15∼23
from antigen 85B and P5: "Flu" indicates amino acids 58∼66
from influenza virus-A matrix protein as a positive control (18).
"SFUs" indicates spot forming units for IFN-γ elispot assay.
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Figure 2. Ex-vivo IFN-γelispot assay as used to quantitate the 
frequency of circulating epitope-specific IFN-γ secreting CD8+ 
T cells in HLA-A*0201 TB patient donors. Frequencies of four 
different M. tuberculosis derived epitope specific CD8+ T cells 
were determined in PBMC of HLA-A*0201-TB patient donors 
(TB1-TB4) using ex-vivo IFN-γ elispot assay. Results are ex-
pressed as the mean number of SFUs per 1.7×105 PBMC. 
Peptides numbers (P1-P5) correspond to the designation in 
Figure 1.
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응시켰다. 다시 1% paraformalde로 고정하고, flow 
cytometry (Becton Dickinson)를 사용하여 분석하였다.
Dimer 염색. Dimeric complexs는 HLA-A2: Ig protein과 
PstA175-83 펩티드를 640 molar ratio 이상으로 PBS (pH 
7.2) 에 같이 넣고 섞은 다음, 37oC에서 하룻밤 동안 결합
시켰다. 다음날, PstA175-83 펩티드에 특정하게 생성된 단
기 세포주를 2μg의 다클론 human IgG와 10분 동안 실온
에서 반응시킨 다음, 1∼2μg의 펩티드로 적재된 HLA- 
A2 : Ig protein과 4oC에서 60분 동안 반응시켰다. 계속해
서, 단기 세포주를 FACS 완충액으로 씻었다. 다클론 
human IgG 10μl를 가하고, 10분 동안 실온에서 반응시
켰다. 단기 세포주를 PE에 접합된 anti-mouse IgG1과 
FITC에 접합된 anti-CD8 mAb와 같이 4oC에서 30분 동안 
반응시켰다. 다시 1% paraformalde로 고정하고, flow 
cytometry를 사용하여 분석하였다.
결      과
PPD+ 건강개체의 말초혈구에서 결핵균의 항원 결정
기에 특정한 CD8+ T 세포의 양상. 결핵균에 존재하는 
항원 결정기에 특정한 MHC class I restricted CD8+ T 
세포의 보호 면역 반응이 결핵균의 보균자이기는 하나 
건강한 PPD+ 개체에게서 유도되어 있는지를 연구하기 
위해서, Table I에서 보여지는 바와 같이 본 연구에서 분
석된 말초혈구는 모두 HLA-A*0201 형별을 갖고 있는 
사람에게서 유래하였다. 본 연구에서는 실제로 결핵균
의 4개의 항원 결정기에 특정한 MHC class I restricted 
CD8+ T 세포의 말초혈액 내에서의 빈도를 IFN-γ elis-
pot assay를 사용하여 측정하였다. 본 연구로 실제로 
HLA-A*0201 형별을 갖고 있는 건강하며 PPD+인 사람
에게서 결핵균의 항원 결정기에 특정하게 활성화된 
CD8+ T 세포들이 존재하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 
1). 참고로 이러한 CD8+ T 세포들이 독성을 띠고 있는 
사실도 예비실험에서 관찰할 수 있었다. 본 결과의 중요
성은 실제로 PPD+인 건강개체에서도 본 실험에서 사용
한 결핵균의 항원 결정기에 특정한 CD8+ T 세포들이 
말초혈구 내에서 유도되어 있으며 결핵에 대한 보호면
역반응에 관여할 수 있다는 사실을 제시한다. 한편으로
는 같은 HLA-A 형별을 갖고 있는 개인들에서도 각각의 
항원 결정기에 특정한 CD8+ T 세포의 빈도가 다르게 
나타났다. 이와 같은 양상은 한가지 항원 결정기보다 여
러 가지 항원 결정기를 복합한 결핵 백신이 많은 사람을 
대상으로 하는 백신 개발에 더 효율적일 수 있다는 사실
을 또한 제시한다.
결핵 환자의 말초혈구에서 결핵균의 항원 결정기에 
특정한 CD8+ T 세포의 양상. 다음으로 이러한 결핵균
의 항원 결정기들에 특정한 CD8+ T 세포의 빈도를 실
제로 HLA-A*0201을 가진 결핵 환자들의 말초혈액에서 
조사하였는데, 결핵 환자에게서도 역시 항원 결정기에 
특정한 CD8+ T 세포들이 존재하고 있으며, 사람마다 
빈도가 다르게 존재하고 있음을 관찰할 수 있었다(Fig. 
2). 또한 T 세포 미토겐인 PHA (Phytohemagglutinin)로 자
극을 주었을 때 세포매개 면역반응이 저하되어 있는 사
람에게서는(TB 4) 그렇지 않은 사람(TB 2 and TB 3) 보
다 대부분의 결핵균 항원 결정기에 특정하게 IFN-γ를 
분비하는 CD8+ T 세포의 빈도가 상대적으로 낮은 것으
로 관찰되었다.
결핵균의 항원 결정기에 특정하게 IFN-γ를 분비하는 
CD8+ T 세포주의 생성. PPD+인 건강개체에게서 유
도되어 있는 각각의 항원 결정기에 특정한 CD8+ T 세
포들이 실제로 펩티드로 자극시켰을 때, 활성화되어서 
증식할 수 있는지를 연구하였다. PPD+인 정상개체에서 
각각의 항원 결정기로 10일 동안 자극을 주었을 때 단기
세포주(Short term cell line)가 생성되는 것을 관찰할 수 
있었고, 이렇게 증식된 CD8+ T 세포들은 각각의 항원 
결정기에 특정하게 IFN-γ를 분비하는 것을 세포 내 
IFN-γ 염색방법을 통하여 6명의 정상개체(N1-N6)에서 
모두 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이렇게 증식된 CD8+ T 
Table II. Characterization of TB patients. Each TB patient was
diagnosed as pulmonary tuberculosis and the disease severity was
graded as mild, moderate and severe
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Patients Age Sex Severity MDR-TB
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TB1 40 M moderate No
TB2 37 M mild No
TB3 29 M mild No
TB4 30 M severe Yes
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Table III. List of epitope peptides used in this study
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Peptide Source of A.A.Site Lengthname peptide sequence
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Thymidylate
ThyA30-38  30-38 RLPLVLPAV 9synthase
RNA poly-
RpoB127-135 127-135 MTYAAPLFV 9merase-βsubunit
85B15-23 Antigen 85B  15-23 LMIGTAAAV 9
PstA175-83 Putative phosphate  75-83 SLYFGGICV 9
transport system
permease protein A-1
Influenza virus
Flu58-66  58-66 GILGFVFTL 9matrix protein
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세포 집단의 비율은 개체마다 차이는 있으나 flu 펩티드
에 의해 증식된 CD8+ T 세포 집단과 비교될 만하였다.
PPD+인 건강인의 말초혈액에서 생성된 단기 세포주
에서 PstA175-83에 특정한 CD8+ T 세포의 기능적 다양
성. 여러 보고된 바에 의하면 실제로 항원 결정기에 결
합할 수 있는 CD8+ T 세포의 수와 기능적으로 IFN-γ
를 분비할 수 있는 수는 다를 수 있다는 연구결과가 나
오고 있다. 즉, 같은 항원 결정기에 결합하여 기능적으로 
인지를 할 수 있는 T 세포 수용체를 가진 CD8+ T 세포 
집단 내에서도 기능적으로 이질성이 있다는 보고들이 
있다. 따라서 PstA175-83에 특정하게 생성된 CD8+ T 세
포주에서 PstA175-83에 특정하게 T 세포 수용체를 소유
하는 CD8+ T 세포의 빈도를 PstA175-83 펩티드로 적재된 
HLA-A*0201 dimer를 사용하여 측정하였다. Fig. 4에서 
보는 바와 같이 HLA-A*0201을 표현하는 PPD+인 두 정
상개체의 말초혈액에서 생성된 세포주를 IFN-γ 세포 내 
염색과 HLA-A*0201 dimer 염색을 하여서 빈도를 측정
하였는데, 세포 내 싸이토카인 염색방법으로 측정된 
PstA175-83 펩티드에 특정한 CD8+ T 세포 집단 (0.22∼
0.25%)과 HLA-A*0201 dimer로 측정된 PstA175-83 펩티드
에 특정한 CD8+ T 세포 집단 (0.67∼1.04%)의 빈도가 
다르다는 사실을 관찰할 수 있었다. 이와 같은 결과는 
실제로 항원 결정기의 자극이 왔을 때 반응하는 CD8+ 
T 세포 집단의 빈도는 실제로 항원 결정기에 특정한T 
세포 수용체를 가진 CD8+ T 세포에 비해 빈도가 낮다
는 사실을 제시한다.
고      찰
  결핵의 감염에 대한 신체의 보호면역 반응에 있어서, 
결핵균에 대한 독성을 나타내는 CD8+ T 세포의 면역반
응이 실제로 인체 내에서 어느 정도 유도가 되며, 기능적
으로 활발하게 독성을 나타내어 방어 기전에 그 역할이 
있는가는 오랜 동안 제기되어온 질문이다. 실제로 최근
에 발표된 논문에 의하면, 보균자이기는 하지만 결핵의 
병증을 갖고 있지 않은 사람에게서 결핵균에 존재하는 
Esat 6 (early secretory antigenic target) 항원에 특정한 
CD8+ T 세포의 수가 실제로 많이 증가되어 있으며, in 
vitro 상에서 자극이 왔을 때 CD8+ T 독성세포의 재활
성화가 빨리 나타나는 것이 발표된 바 있다(14). 그동안 
결핵 환자에게서 CD8+ T 세포에 의한 면역 반응이 유
도되어 있다는 보도들은 있었지만, 실제로 CD8+ T 세
포들이 인체의 결핵 감염에 있어서 보호면역 작용뿐만 
아니라, 조직의 파괴나 병증 유발에도 관여할 수가 있으
므로, 방어면역에서의 역할을 정의 내리기가 어려웠다
고 할 수 있다. 그러나 이렇게 PPD+ 이면서 잠복감염이 
Figure 3. Intracellular IFN-γ staining for HLA-A*0201 restric-
ted peptide reactive CD8+ T cell population in a HLA- A*0201
donor. STCL from donor N5 was stimulated with each peptide
overnight (PstA1, ThyA, 85B, RpoB and Flu). Eight to ten hours
later, cells were stained with IFN-γ and CD8+ specific mono-
clonal antibody labeled with PE and FITC, respectively. Peptide
specific IFN-γ secretion from CD8+ T cell population of STCL
was observed. Flu peptide was used as a positive control and 
nonspecific peptide was used as a negative control. The ex-
periment is representative of intracellular IFN-γ staining assays
using six donors' STCL.
CD8
PstA1 75-83  ThyA 30-38                    - control
RpoB 127-135 85B 15-23 Flu 58-66
IFN-γ
Figure 4. Intracellular IFN-γ staining and HLA-A*0201 dimer 
staining for PstA175-83 specific STCL generated from donors, N4
and N6. PstA175-83 specific CD8+ T cell population in STCL 
generated from PBMC of HLA-A*0201 donors was detected by
IFN-γ intracellular staining (A) and HLA-A*0201 dimer staining
(B).
CD8
IFN-γ
CD8
Dimer
N4              N6A )
B ) N4                          N6
0.67 %
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되어 있지만 건강한 사람들에게서도 이러한 CD8+ T 세
포에 의한 면역 반응이 유도되어 있다는 사실은 이들이 
보호면역 반응에 관여하고 있다는 정의를 내릴 수 있게 
한다(14-17). 또한 그동안은 결핵균에 존재하는 분비항
원(secreted antigen)의 면역성에 관한 연구가 치중되어 온 
데 반하여, 본 연구에서는 균체항원(somatic antigen)에 
특정한 CD8+ T 세포의 면역 반응이 실제로 PPD+인 
건강개체들에서 보호 면역 반응을 일으키는 데 관여한
다는 사실을 제시한다. 따라서 결핵균의 면역 반응에 
관한 연구나 백신개발에 있어서 분비항원뿐만이 아니
라 균체항원에 대한 검색 또한 이루어져야 한다고 사료
된다.
 말초혈구에서 생성된 단기세포주 내에서 HLA-A*0201
과 펩티드로 결합된 dimer를 이용하여 특정한 CD8+ T 
세포의  빈도를 보았을 때, 이들 특정한 CD8+ T 세포 
집단의 약 1/3에서 1/4만이 IFN-γ를 분비하는 것이 관찰
되었다. 이러한 결과는 BCG 백신을 맞은 건강인의 말초
혈액에서 결핵균의 85A 항원에 대한 CD8+ T 세포의 
집단에서도 관찰된 사항이다(15). 그러므로 이러한 실험
들은 인체 내의 어떤 특정한 결핵균의 펩티드에 반응할 
수 있는 CD8+ T 세포 집단들에서 일부는 기억 세포들
로 있다가 특정한 항원 결정기의 자극이 왔을 때, 바로 
효과 세포들로 바뀌고, 일부는 기능이 저하된 상태에서 
면역반응을 보이지 않고 있다는 것을 제시한다. 이 같이 
결핵균의 항원 결정기에 반응할 수 있는 CD8+ T 세포 
집단의 기능적 다양성에 대한 분석 연구가 계속되어야 하
고, 이러한 CD8+ T 세포의 기능적 다양성을 고려해서 
백신 개발에 참고해야 한다고 생각된다.
  본 연구에서는 이전에 발표된 결핵균의 항원 결정기들
에 특정하게 반응하는 MHC class I restricted CD8+ T 세
포들이 실제로 결핵환자와 PPD+ 인 건강 개체들에서도 
체내를 순환하는 말초혈액 내에서 존재하고 있는지를 
알아보고자 하였다. 특히, IFN-γ를 분비하는 CD8+ T 
세포의 기능의 연구에 초점이 맞추어 졌는데, 결핵의 보
호면역 기전에 있어서 IFN-γ에 의해 유도되는 세포 매
개면역이 매우 중요하다고 알려져 있기 때문이다(19). 
본 연구 결과는 결핵의 백신 개발를 위한 항원 결정기나 
아단위백신들의 동정에 있어서 균체항원 까지도 포함을 
하여야 한다는 사실을 제시한다. 왜냐하면 현재까지 170
개의 결핵 백신이 개발되어 왔으나 그 효율성이 약 50% 
정도로 추정되는 BCG보다 나은 백신은 아직까지 개발
이 되지 않고 있기 때문이다. 마지막으로 CD8+ T 세포
에 대한 항원 결정기의 동정에 더 많은 연구를 수행하여
서 CD4+ T 세포와 CD8+ T 세포에 특정한 항원 결정
기들이 결합된 백신을 개발하게 되면 효율성이 증가된 
결핵백신이 생산되리라고 기대된다(20,21).
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